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Streszczenie
Cel pracy: okreÊlenie alleli HLA-DQA1 i HLA-DQB1 oraz ocena ryzyka wyst´powania w pierwszym trymestrze cià˝y
niepowodzeƒ po∏o˝niczych u kobiet jak i u par rodzicielskich (B) w porównaniu do par p∏odnych (C). 
Materia∏: Grup´ badanà (B) stanowi∏o 61 par z niepowodzeniami rozrodu oraz grup´ kontrolnà (C) – 20 par
p∏odnych, posiadajàcych co najmniej dwoje dzieci.
Metody: Oznaczene alleli w locus DQB1 wykonano metodà PCR SSP na poziomie high resolution wed∏ug protoko∏u
(FastypeTM DQB1* High Resolution Typing Sheet) opracowanego przez firm´ Bio-Syntesis.
za∏àczonego do zestawu odczynników (FASTYPETMDQB1 SSP Typing) 
Wyniki: W grupie badanych kobiet najwy˝szy wspó∏czynnik ryzyka stwierdzono dla allelu HLA-DQA 01101/0105
OR 7,19 (95% CI 1,18-5,23; p=0,03) oraz dla allelu HLA-DQB5 - OR 3,67 (95% CI =1,11-12,0; p=0,037) .
W tej samej grupie najni˝sze istotne statystycznie ryzyko niepowodzenia cià˝y dotyczy∏o allelu HLA-DQB6 OR 0,48
(95% CI=0,22-1,04; p=0,087). U par mi´dzy grupà badanà a grupà kontrolnà istotnie statystycznie podwy˝szone
ryzyko niepowodzenia cià˝y OR 2,3 (95% CI 1,09-4,82; p=0,035) dotyczy∏o cz´stoÊci wyst´powania allelu HLA-
DQB5. Najni˝szy wspó∏czynnik ryzyka w grupie badanych par stwierdzono dla allelu HLA-DQ 0302/0303 OR 0,44
(95% CI 0,14-1,36; p=ns).
Wnioski: OkreÊlenie alleli  antygenów HLA-DQ A i B wyst´pujàcych w polskiej populacji mo˝e byç pomocne w dia-
gnostyce niepowodzeƒ rozrodu i ocenie ryzyka niepowodzeƒ cià˝y; jednak˝e dok∏adna analiza polimorfizmu tych
antygenów wymaga rozszerzenia badaƒ.
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Wst´p
Istotnà rol´ dla udanej implantacji zarodka oraz w prawi-
d∏owym rozwoju cià˝y odgrywajà zjawiska immunologiczne
zwiàzane zarówno z obecnoÊcià, jak i dystrybucjà g∏ównego
kompleksu antygenów zgodnoÊci tkankowej (MHC) [1, 2, 3,
4]. Du˝à rol´ przypisuje si´ antygenom HLA II klasy, g∏ównie
HLA-DR, HLA-DQA1* i HLA-DQB1* [5, 6, 7, 8]. 
Zaobserwowano, ˝e niektóre allele w locus DQB1*
i DQA1 znamiennie cz´Êciej wyst´pujà u kobiet z powtarzajà-
cymi si´ poronieniami (RSA), niepowodzeniami zap∏odnienia
pozaustrojowego (IVFf) oraz z „pustym p´cherzykiem cià˝o-
wym” (empty sac – ES) w porównaniu do kobiet p∏odnych [8,
9, 10]. Stwierdzono równie˝ u p∏odów pochodzàcych z powta-
rzajàcych si´ poronieƒ, cz´stsze wyst´powanie homozygotycz-
noÊci alleli antygenów HLA-DQA1 i HLA-DQB1 [1, 12].
Cel pracy
Celem pracy by∏o okreÊlenie alleli HLA-DQA1 i HLA-
DQB1 oraz ocena ryzyka wyst´powania w pierwszym tryme-
strze cià˝y niepowodzeƒ po∏o˝niczych u kobiet i u par (B)
w porównaniu do par p∏odnych (C).
Materia∏ 
Materia∏ stanowi∏o 81 par ma∏˝eƒskich podzielonych na
dwie grupy. Grup´ badanà (B) stanowi∏o 61 par z niepowodze-
niami rozrodu w tym: 21 par, które przeby∏y 3- krotnie samo-
istne poronienia w I trymestrze cià˝y (RSA), 20 par, u których
stwierdzono brak zarodka – „pusty p´cherzyk cià˝owy” (emp-
ty sac – ES), 20 par, które przeby∏y 3-krotnie niepowodzenia
zap∏odnienia pozaustrojowego (IVFf). Grup´ kontrolnà (C)
stanowi∏o 20 par p∏odnych, posiadajàcych co najmniej dwoje
dzieci. 
W grupie z niepowodzeniami rozrodu wykluczono obec-
noÊç innych czynników mogàcych odpowiadaç za niep∏od-
noÊç, jak: nieprawid∏owy kariotyp, zaburzenia hormonalne,
nieprawid∏owoÊci anatomiczne macicy, czynniki infekcyjne
oraz autoimmunologiczne [obecnoÊç przeciwcia∏ antykardioli-
pinowych (ACA) i przeciwcia∏ przeciwjàdrowych (ANA)]. 
Na przeprowadzenie badaƒ uzyskano zgod´ Komisji Bio-
etycznej PAM w Szczecinie z dnia 24.06.2002r (uchwa∏a nr
BN-001/131/02).
Wszyscy badani wyrazili zgod´ na pobranie krwi celem
okreÊlenia polimorfizmu HLA-DQ.
Metody
Oznaczene alleli w locus DQB1 wykonano metodà PCR
SSP na poziomie high resolution wed∏ug za∏àczonego (FA-
STYPETMDQB1 SSP Typing) protoko∏u (FastypeTMDQB1*
High Resolution Typing Sheet) opracowanego przez firm´
Bio-Syntesis.do zestawu odczynników 
Zawiesin´ inkubowano w ∏aêni wodnej w temperaturze
35°C uzyskujàc liz´ limfocytów. DNA izolowano przy u˝yciu
mikrokolumn w cyklu wirowaƒ z u˝yciem alkoholu i roztworu
elucyjnego. DNA i polimeraz´ Taq dodawano do zestawu
studzienek (firmy Biotest) zawierajàcych primery specyficzne
dla poszczególnych alleli antygenów HLA. 
Reakcj´ PCR z polimerazà Taq przeprowadzono w termo-
cyklerze firmy PerkinElmer model Gene Amp. 9700 przy na-
st´pujàcych parametrach: 
I. etap: 1 cykl 96°C – 60sek., 10 cykli 94°C – 20sek., 65°C
– 60sek.
II etap: 20 cykli 94°C – 20sek., 61°C – 50sek., 72°C –
30sek., 1 cykl 72°C – 5min.
Po rozdziale elektroforetycznym produktów redukcji PCR
w ˝elu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny uwidocz-
niono prà˝ki za pomocà promieniowania ultrafioletowego
i analizowano ich uk∏ad zgodnie z tabelà za∏àczonà przez
firm´ Biotest.
Analiza statystyczna
W celu oszacowania ryzyka wyst´powania niepowodzeƒ
rozrodu dla poszczególnych alleli zastosowano regresj´ logi-
stycznà. 
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Abstract
The aim: The aim of the study is to identify HLA-DQA1, HLA-DQB1 allele and to assess the risk of early pregnancy
loss of women, couples with reproductive failure in the first trimester of pregnancy in comparison with fertile
women, couples. 
The study group (B) enrolled 61 couples with reproductive failure and  the control group (C) enrolled 20 fertile cou-
ples with at least 2 children.
Method: HLA-DQA1 gene typing was performed using PCR-sequence-specific primer (SSP) on the high resolution
level according to established procedure of labeling and using the detection kit (FASTYPETM DQASSP Typing,
FASTYPETM DQA „High Resolution” Typing Sheet) purchased from Bio-Synthesis (USA).
Results: In female patient the highest risk quotient was associated with alleles HLA-DQA 01101/0105 OR 7,19
(95% CI 1,18-5,23; p=0,03) and HLA-DQB5 OR 3,67 (95% CI =1,11-12,0; p=0,037). The lowest but statistically sig-
nificant risk of pregnancy failure in this group was related to allele HLA-DQB6 OR 0,48 (95% CI=0,22-1,04;
p=0,087). In patient and control couples the significantly increased risk of pregnancy failure was related to the fre-
quency of HLA-DQB5 allele OR 2,3 (95% CI 1,09-4,82; p=0,035) . The lowest risk quotient in the patient couples
was associated with HLA-DQ 0302/0303 allele OR 0,44 (95% CI 0,14-1,36; p=ns).
Summary: HLA-DQA and HLA-DQB allele might influence pregnancy outcome in the Polish population, but further
studies are necessary in this regard.
Key words: HLA-DQA1 / HLA-DQB1 / risk pregnancy loss /
Wyniki przedstawiono przez podanie ilorazu szans (OR;
95% CI) oraz przez podanie prawdopodobieƒstwa liczonego
dok∏adnym dwustronnym testem Fishera. Za istotne staty-
stycznie we wszystkich przeprowadzonych testach uznano
ró˝nice, dla których p<0,05. Natomiast je˝eli p>0,05 i p<0,10
to uznano, ˝e wyniki sà na granicy istotnoÊci statystycznej 
Analizy statystyczne wykonano programami STATISTI-
CA-6,0 i STATA-5,0.
Wyniki
Jak wynika z tabeli I najcz´Êciej wyst´pujàcym allelem
HLA-DQA1 w grupie badanej i kontrolnej w populacji par
ma∏˝eƒskich by∏ allel HLA-DQA 0102 (23,4% i 21,3%). Dru-
gim co do cz´stoÊci wyst´powania u par ma∏˝eƒskich by∏ allel
HLA-DQA 0505 stwierdzany odpowiednio u 22,1% i 20,0%. 
Nie stwierdzono podwy˝szonego ryzyka niepowodzenia cià˝y
pomi´dzy grupà kontrolnà a grupà badanà w zakresie cz´sto-
Êci wyst´powania allelu HLA-DQA1, natomiast najni˝szy
wspó∏czynnik ryzyka w tej samej grupie par stwierdzono dla
allelu HLA-DQA 0302/0303 OR 0,44 (95% CI 0,14-1,36;
p=ns).
Jak wynika z tabeli II spoÊród oznaczonych alleli, najcz´-
Êciej wyst´pujàcym allelem HLA-DQB1 w grupie badanej
i kontrolnej w populacji par ma∏˝eƒskich by∏ allel HLA-
DQB3 (31,9% i 37,5%). 
Drugim co do cz´stoÊci wyst´powania u par ma∏˝eƒskich
by∏ allel HLA-DQB6 stwierdzany odpowiednio u 22.9%
i 27.5%. U par mi´dzy grupà badanà a grupà kontrolnà istot-
nie statystycznie podwy˝szone ryzyko niepowodzenia cià˝y
OR 2,3 (95% CI 1,09-4,82; p=0,035) dotyczy∏o cz´stoÊci wy-
st´powania allelu HLA-DQB5.
Jak wynika z tabeli III statystycznie istotnie cz´Êciej wys-
t´pujàcym allelem HLA-DQA1 u kobiet w grupie z
niepowodzeniami rozrodu by∏ allel HLA-DQA 0505 (22,9%)
w porównaniu do grupy kontrolnej (17,5 %).     
Drugim co do cz´stoÊci wyst´powania w grupie badanej
by∏ allel HLA-DQA 0102 (21,3%) w porównaniu do grupy
kontrolnej (27,5%). ObecnoÊç tego antygenu zwiàzana by∏a z
obni˝onym ryzykiem niepowodzenia rozrodu OR 0,71 (95%
CI 0,32-1,60; p=ns).
Oceniajàc cz´stoÊç wyst´powania allelu HLA-DQA 0103
u kobiet, stwierdzono ró˝nic´ statystycznie istotnà mi´dzy
grupà badanà z najni˝szym ryzykiem niepowodzenia cià˝y
OR 0,30 ( 95% CI 0,09-1,03; p=0,07) a grupà kontrolnà nato-
miast,  w tej samej grupie u kobiet  najwy˝szy wspó∏czynnik
ryzyka stwierdzono dla allelu HLA-DQA 01101/0105 OR
7,19 (95% CI 1,18-5,23; p=0,03)
Jak wynika z tabeli IV w grupie badanej u kobiet podwy˝-
szone ryzyko niepowodzeƒ cià˝y statystycznie istotnie zwiàza-
ne by∏o z allelem HLA-DQB5 - OR 3,67 ( 95% CI =1,11-12,0;
p=0,037. Najni˝sze ryzyko niepowodzenia cià˝y równie˝ istot-
ne statystycznie w tej samej grupie dotyczy∏o allela HLA-
DQB6 OR 0,48 (95% CI=0,22-1,04; p=0,087).
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Zwiàzek mi´dzy allelami HLA-DQA1, HLA-DQB1 a ryzykiem niepowodzenia cià˝y.
Tabela I. Cz´stoÊç wyst´powania alleli HLA-DQA1 w populacji par
ma∏˝eƒskich w grupie niepowodzeƒ rozrodu (B) i w grupie kontrolnej






















































OR    95%CI
B vs C
1,69   0,73 – 3,89
1,13   0,62 – 2,07
0,52   0,22 – 1,21
1,32   0,19 – 
1,19   0,50 – 2,80
0,59   0,23 – 1,48
0,44   0,14 – 1,36
0,65   0,08 – 
1,06   0,49 – 2,32
1,14   0,61 – 2,11
1,32   0,19 – 
Tabela II. Cz´stoÊç wyst´powania alleli HLA-DQB1 w populacji par






























OR    95%CI
B vs C
0,93    0,51 – 0,70
0,87    0,51 – 1,48
0,49    0,10 – 
2,3      1,09 – 4,82
0,74    0,42 – 1,30
Tabela III. Cz´stoÊç wyst´powania alleli HLA-DQA1 u kobiet w grupie
























































7,19   (1,18 – 5,23)
0,71   (0,32 – 1,60)
0,30   (0,09 – 1,03)
0,65   (0,08 – 
0,98   (0,31 – 0,60)
0,53   (0,13 – 2,09)
1,65   (0,25 – 35,17)
0,65   (0,08 – 
0,98   (0,37-2,59)
1,40   (0,57 – 3,44)
0,65   (0,08 – )
Tabela IV. Cz´stoÊç wyst´powania alleli HLA-DQB1 u kobiet w grupie






























OR    95%CI
B vs C
0,82   (0,37 – 1,82)
1,15   (0,52 – 2,51)
0,98   (0,14 –     )
3,67   (1,11 – 12,0)
0,48   (0,22 – 1,04)
Najcz´Êciej wyst´pujàcym allelem HLA-DQB1 u kobiet
w grupie z niepowodzeniami rozrodu by∏ allel HLA-DQB3
(30,0%) w porównaniu do grupy kontrolnej (32,5%) . 
Drugim co do cz´stoÊci wyst´powania by∏ allel HLA-
DQB2 stwierdzany u kobiet z niepowodzeniami w 23,7%
a w grupie kontrolnej w 25,0%.
Dyskusja
Wiele mechanizmów immunologicznych decydujàcych
o prze˝yciu alloprzeszczepu p∏odowo-∏o˝yskowego nie jest
jeszcze do koƒca poznanych. W naszych badaniach szczegó∏o-
wa analiza alleli w locus HLA-DQA i HLA-DQB na poziomie
high resolution wykaza∏a wprawdzie ró˝nice w wyst´powaniu
niektórych genotypów HLA-DQA u par z niepowodzeniami
rozrodu, aczkolwiek nie by∏y one istotne statystycznie w po-
równaniu z grupà kontrolnà. Podobnie Wagenknecht i wsp.
[12] nie stwierdzili ró˝nic w wyst´powaniu haplotypów DQA
u par z powtarzajàcymi si´ poronieniami. 
W badaniach w∏asnych istotne statystycznie podwy˝szone
ryzyko niepowodzeƒ rozrodu w grupie badanych kobiet zwià-
zane by∏o z allelem HLA-DQA*0101/*0105 w porównaniu do
kobiet p∏odnych. Wang i wsp. [13] wykazali równie˝ cz´stsze
wyst´powanie haplotypu DQA*01 u kobiet z powtarzajàcymi
si´ poronieniami. Ober i wsp. [11] na podstawie badaƒ w∏a-
snych wnioskujà, ˝e poronienia w przypadku wyst´powania
DQA*01 majà miejsce w okresie przedimplantacyjnym lub we
wczesnym okresie pierwszego trymestru. Z kolei Steck i wsp.
[14] zaobserwowali cz´stsze wyst´powanie antygenu DQA
*0201 oraz HLA-DQB1*0201 u partnerów pacjentek z po-
wtarzajàcymi si´ poronieniami.
Odmienne wyniki otrzymali Krause i wsp. [15], którzy za-
obserwowali cz´stsze wyst´powanie u kobiet (rasy kaukaskiej)
z RSA allelu HLA-DQA1*05 oraz statystycznie cz´stsze
(p=0,05) wyst´powanie w tej samej grupie allelu HLA-
DQB1*0302 w porównaniu z grupà kontrolnà. Wg Beer i wsp.
[9] cz´stsze wyst´powanie u rodziców genotypu DQA1*0201
wià˝e si´ z rozpoznaniem tzw. pustego jaja p∏odowego. 
W naszej grupie kobiet badanych obni˝one ryzyko niepo-
wodzeƒ rozrodu zwiàzane by∏o z allelem HLA-DQA 0103, co
pozwala sàdziç, ˝e mo˝e nale˝eç on do grupy antygenów pro-
tekcyjnych, wp∏ywajàcych korzystnie na rozwój p∏odu i utrzy-
manie cià˝y.
Analizujàc allele w locus HLA-DQB1 zaobserwowano
wprawdzie ró˝nice w wyst´powaniu niektórych alleli HLA-
DQB1 u par z niepowodzeniami rozrodu, aczkolwiek w wi´k-
szoÊci nie by∏y one istotne statycznie w porównaniu z grupà
kontrolnà. Podobnie Wagenknecht i wsp. [12] stwierdzili brak
wyraênych ró˝nic w zakresie HLA-DQB1 u par z powtarzajà-
cymi si´ samoistnymi poronieniami. 
Istotnie statystycznie podwy˝szone ryzyko niepowodzenia
cià˝y dotyczy∏o antygenów HLA-DQB5 w grupach badanych
zarówno u par jak i u kobiet w porównaniu z grupà kontrol-
nà. Podobne wyniki uzyskali Christiansen i wsp. [16], którzy
stwierdzili, ˝e antygeny HLA-DQA1*0501 oraz HLA-
DQB1*0201 mogà byç zwiàzane z wy˝szym ryzykiem wys-
tàpienia co najmniej 4 poronieƒ. 
Odmienne wyniki uzyskali Wang i wsp. [13], którzy bada-
jàc pary z powtarzajàcymi si´ samoistnymi poronieniami wy-
kazali protekcyjnà rol´ alleli DQB1*0501/*502 w powodzeniu
cià˝y. Nie mo˝na wykluczyç, ˝e ró˝nice te wynikajà z odr´b-
nych uwarunkowaƒ genetycznych rasy chiƒskiej i kaukaskiej. 
W badaniach w∏asnych stwierdzono istotnie statystycznie
obni˝one ryzyko niepowodzenia cià˝y HLA-DQB6 u kobiet w
grupie badanej w porównaniu z grupà kontrolnà. Wang i wsp.
[13] wykazali, ˝e allele HLA-DQB1*0601, *0602 i *0603 cz´Ê-
ciej wyst´pujà kobiet p∏odnych, natomiast HLA-DQB1 *0604
i *0605 znamiennie cz´Êciej u kobiet powtarzajàcymi si´
poronieniami. Natomiast  w naszej grupie badanej u kobiet
nie stwierdziliÊmy wyst´powania alleli HLA-
DQB1*06010/*06011/*06013/*06016/*06019/*06020.              
Przedstawione dane dotyczàce wyst´powania alleli
regionu HLA-DQA1 i HLA-DQB1 u par i u kobiet
z niepowodzeniami rozrodu wskazujà na ich udzia∏ w utrzy-
maniu cià˝y. Ze wzgl´du na niewielkà liczebnoÊç badanych
par (oko∏o 20 w grupie) wyjaÊnienie powy˝szych zale˝noÊci
wymaga dalszych badaƒ.
Podsumowanie
OkreÊlenie alleli antygenów HLA-DQ A i B wyst´pujà-
cych w polskiej populacji mo˝e byç pomocne w diagnostyce
niepowodzeƒ rozrodu i ocenie ryzyka niepowodzeƒ cià˝y; jed-
nak˝e dok∏adna analiza polimorfizmu tych antygenów wyma-
ga rozszerzenia badaƒ.
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St´˝enie kotyniny w osoczu jako 
biomarker czynnej i biernej ekspozycji
kobiet ci´˝arnych na dym tytoniowy
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during pregnancy 
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Streszczenie
Cel pracy: Celem pracy by∏a ocena wiarygodnoÊci danych dotyczàcych czynnego i biernego palenia papierosów
przez kobiety w cià˝y, uzyskanych na podstawie standardowego wywiadu, za pomocà analizy st´˝enia biomarkera
ekspozycji – kotyniny – w osoczu.
Materia∏ i metody: Kohortowym badaniem prospektywnym obj´to 183 kobiety w 20-24 tygodniu cià˝y, ko-
rzystajàce z opieki lekarskiej w dwóch poradniach K na terenie ¸odzi. Z kobietami w∏àczonymi do badania
przeprowadzony zosta∏ wywiad obejmujàcy dane spo∏eczno-demograficzne, histori´ po∏o˝niczà, dane o zatrudnie-
niu oraz paleniu papierosów i Êrodowiskowym nara˝eniu na dym tytoniowy (ETS). Informacja o paleniu czynnym
i biernym weryfikowana by∏a na podstawie analizy poziomu kotyniny w osoczu. St´˝enie kotyniny w osoczu oceni-
ano za pomocà chromatografii gazowej z zastosowaniem detektora spektrometrii masowej (GC/MS). St´˝enie
kotyniny <2ng/ml przyj´to dla osób niepalàcych i nienara˝onych na ETS, 2-15ng/ml dla palenia biernego oraz
>15ng/ml dla czynnych palaczek.
Wyniki: Dla 17% kobiet, które deklarowa∏y niepalenie i brak Êrodowiskowego nara˝enia na dym tytoniowy w cza-
sie cià˝y, stwierdzono st´˝enia kotyniny w osoczu wskazujàce na aktywne palenie. 
W grupie tej 74% kobiet mia∏o st´˝enie kotyniny w osoczu w przedziale 2-15ng/ml, co wskazuje na bierne nara˝enie
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